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B Adecuacion de la dosis minima efectiva del fungicida Fluazinam para su uso
combinado con Trichoderma atroviride en el control de la podredumbre
blanca del aguacate
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RESUMEN

Estudios anteriores de nuestro equipo revelaron la posibilidad del uso combinado del fungicida de contacto Fluazinam y el agente de control
biolégico Trichoderma dadala compatibilidad entre ambos y su efectividad iz vitro frente a Rosellinia necatrix, agente causal de la Podredumbre
blanca del aguacate. Sin embargo, la dosis minima de Fluazinam (0,01 %) ensayada in planta de forma individual, presenté la misma eficacia que
su combinacién con Trichoderma spp., sugiriendo asi la posibilidad de reducir ain ms dicha concentracién.

En el presente trabajo la dosis del fungicida se redujo a 0,001 % y se combind con Trichoderma atroviride, frente a cuatro aislados de R. necatrix
representantes de diferentes grupos de virulencia e inoculados en plantas de aguacate del cv. Topa-Topa.

Los tratamientos combinados fueron efectivos en los cuatro aislados del patégeno diferencidndose significativamente de los controles inoculados.
Adicionalmente, en dos de ellos (Rn 50 y Rn 320) no se hallaron diferencias significativas entre los tratamientos combinados y los individuales,
con Trichoderma o con Fluazinam, respectivamente. Esto sugiere la posibilidad de un uso exclusivo del antagonista para el aislado Rn 50 y la
disminucién por debajo del 0,001% de la dosis del fungicida en la combinacién con el antagonista, para el aislado Rn 320.

En general los resultados obtenidos in planta ponen de manifiesto la efectividad del control combinado de Trichoderma con dosis minima
(0,001%) de Fluazinam, ya que retrasé la aparicion de los primeros sintomas de marchitez y redujo significativamente el drea bajo la curva de
progreso epidémico de la enfermedad.

Palabras clave: Agente de control biolégico, control integrado, fungicida de contacto, Persea americana, Rosellinia necatrix.

INTRODUCCION

El aguacate o palta (Persea americana Prill.) es un cultivo ampliamente extendido en el litoral andaluz, Sur de Espania, desde 1970. Una superficie
en plantacién regular de mds de 9.400 hectdreas, con una produccién total de 59.066 toneladas en el afio 2013 (Anénimo, 2014) hacen de este
cultivo un pilar importante de la economia local.

La Podredumbre blanca de raiz (PBR) del aguacate, causada por el hongo de suelo Rosellinia necatrix Prill. (anamorfo: Dematophora necatrix
Hartig), es en la actualidad uno de los principales problemas bidticos que afectan a este cultivo en Espaia, dénde desde su deteccién (Lépez-Herrera,
1989) ha aumentado su incidencia progresivamente (Lopez-Herrera, 1998). Este patégeno, que causa marchitez y la muerte del 4rbol pocas semanas
después de la aparicién de los primeros sintomas, ha sido detectado en numerosos lugares por todo el mundo (Israel, Mexico, etc.), afectando a més
de 170 especies pertenecientes a 63 géneros distintos (Ten Hoopen & Krauss, 2006).

Dada la dificultad que implica el control de este patdgeno, son multiples las estrategias de mancjo que se han propuesto, las cuales incluyen,
practicas culturales (Guillaumin, 1986), métodos fisicos como la solarizacién (Lépez-Herrera ez al., 1998; 1999), tratamientos quimicos (Gupta,
1977; Lépez-Herrera & Zea-Bonilla, 2007), uso de agentes de control biolégico (ACB) y/o el empleo de patrones tolerantes a la PBR (Barcelé-
Muiioz ez al., 2007). Entre los métodos de control bioldgico destacan aquellos que emplean especies del género Trichoderma como principal
protagonista, donde el aislado CH 304.1 de Trichoderma atroviride ha mostrado elevada capacidad de inhibicion iz vitro del patégeno y de la
PBR del aguacate in planta (Ruano-Rosa & Lépez-Herrera, 2009; Ruano-Rosa ez al., 2010a). Sin embargo, también se han propuesto el uso de
otros microorganismos como rizobacterias (Pliego ez 4/, 2011), micorrizas (Ruano-Rosa ez 4/, 2011) o més recientemente combinaciones de
diferentes microorganismos (Ruano-Rosa ez al., 2014). En la actualidad, diversos grupos de investigacion abordan el control de este patégeno
mediante el uso de virus que confieran a este hongo reduccién o pérdida de su capacidad patogénica (Yaegashi ez 4/, 2011) o el uso de metabolitos
secundarios de Trichoderma spp. (Arjona-Girona er al. 2014).

Desde que se realizaran los primeros estudios de fungicidas frente a R. necatrix en el afio 1915 (Fawcet, 1915), son multiples las alternativas que
han ido surgiendo como el Dazonet (Nitta ez al., 2002) o algunos benzimidazoles (Behdad, 1976) entre otros. De todos destaca recientemente el
fungicida de contacto Fluazinam, el cual tiene efecto protector y centra su accién en las mitocondrias, donde desacopla la fosforilacion oxidativa
mediante la ionizacién de grupos amino (Roberts & Hutson 1999). Este ha mostrado capacidad preventiva en invernadero frente a otros
patégenos de los géneros Phytophthora, Botrytis, Colletotrichum, Pseudoperonospora, Pyricularia, Sclerotinia o Venturia (Komyoji ez 4/, 1995).
Trabajos previos de nuestro grupo han puesto de manifiesto la actividad fungistatica, iz vitro ¢ in planta, del Fluazinam frente a R. necatrix y a la
PBR en el aguacate a la concentracién de 0,1% (p/v). Esta actividad junto con su gran persistencia en suelo lo convierte en una buena alternativa
de control de esta enfermedad (Lépez-Herrera & Zea-Bonilla 2007).
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Sin embargo, en los tltimos afios hemos asistido a un aumento del interés, por parte de consumidores, comerciantes y productores, en productos
libres de biocidas de base quimica. Esto ha dado lugar a que la comunidad cientifica centre sus esfuerzos en su reduccién y/o eliminacién. Para hacer
frente a esta demanda se ha optado recientemente a la implementacion de estrategias de control integrado que combinen herramientas de tipo
cultural, fisico, quimico y/o biolégico.

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar la posibilidad de un control integrado de la enfermedad mediante el uso combinado del fungicida

de contacto Fluazinam con el ACB T. atroviride CH 304.1. Esto nos permitirfa actuar frente a la PBR del aguacate reduciendo al mismo tiempo la
concentracion de fungicida.

MATERIALES Y METODOS
Material fiingico, quimico y vegetal
Para el presente estudio se utilizaron 4 aislados de R. necatrix procedentes de raices de drboles de aguacate (Tabla 1) pertenecientes a diferentes grupos

de virulencia: Rn 320 (Alta), Rn 400 (Media/Alta), Rn 50 (Media) y Rn 30 (Baja).

Tabla 1. Aislados utilizados en este trabajo

Aislado Especie Afox
CH 304.1 2001 (R -Rosa & Lopez-H ,2009
Trichoderma atroviride (Ruano-Rosa & Lopez Herrera )
Rn 30 Rosellinia necatrix
1990 (Ruano-Rosa e al., 2010a)
Rn 50 R. necatrix
1991 (Ruano-Rosa ez /., 2010a)
Rn 320 R. necatrix 2001 (Lépez-Herrera & Zea-Bonilla, 2007)
Rn 400 R. necatrix 1991 (Lépez-Herrera & Zea-Bonilla, 2007)

x Referencia bibliogréfica

Como ACB se utilizé el aislado CH 304.1 de T. atroviride (Ruano-Rosa & Lépez-Herrera 2009; Ruano-Rosa ef 4/, 2010a; Ruano-Rosa &
Lépez-Herrera 2011). Dicho fungicida fue proporcionado por la empresa ISK Biosciencies Europe S.A., y aplicado a una concentracién de
0,001%.

El material vegetal empleado consistié en plantas de aguacate de 6 meses de edad del cv. Topa-Topa, procedentes de germinacion directa de semilla,
crecidas en macetas de 4 L con sustrato Laura (turba:fibra de coco:perlita; 6:1:0,6; v/v/v) complementado con 1,3 mL de Osmocote® Plus Mini (16
+ 8+ 11 + 2MgO + TE, longevidad 3-4 meses) por L de sustrato.

Los indculos fungicos empleados consistieron en semillas de trigo hidratadas, esterilizadas y colonizadas con cada uno de los aislados
independientemente (Sztejnberg & Madar 1980).

Evaluacién in planta de la combinacién del aislado CH 304.1 de Trichoderma atrovirideyy el fungicida Fluazinam a 0,001% frente ala Podredumbre
blanca radicular del aguacate.

La inoculacién con el antagonista se realizé a razén de 109 conidias L-1 de sustrato, mientras que los diferentes aislados del patdgeno se hicieron a
razén de 3,75 g de trigo colonizado L-1 de sustrato. Los tiempos de inoculacién para CH 304.1, Fluazinam 0,001% y R. necatrix fueron alos 0,7 y
15 dias respectivamente desde el comienzo del experimento. Se efectué una sola aplicacion del antagonista, fungicida o patdgeno.

El andlisis de sintomas se efectué cada 3 dias utilizando una escala de 1-5: 1, planta sana; 2, planta con primeros sintomas de marchitez; 3, planta
totalmente marchita; 4, planta marchita con los primeros sintomas de desecacién foliary 5, planta muerta. Los datos obtenidos se utilizaron para
calcular el 4rea bajo la curva de progreso epidémico estandarizado (ABCPEE; Campbell & Madden 1990). El experimento siguié un disefio
experimental factorial con R. necatrix y el tratamiento (Fluazinam + CH 304.1) como variables e incluyendo la interaccién entre dichas variables.
Un ANOVA se aplicé ala media de los datos de seis repeticiones y se compararon utilizando el test de Diferencia Minima Significativa protegido
de Fisher (Fernandez-Escobar et al., 2010). El experimento se repitié una vez en similares condiciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

La dosis minima efectiva (0,1%) de Fluazinam fue determinada en trabajos previos por Lépez-Herrera & Zea-Bonilla (2007) para el control de
la PBR en plantas de aguacate inoculadas artificialmente con el patégeno. Esta misma dosis ha sido también ensayada con éxito por otros grupos
de investigacién frente a otros patégenos como Sclerotinia sclerotiorum (Trazilbo ez al., 2009). Posteriormente se estudié el efecto combinado
de un ACB con probada actividad de control de la PBR (Ruano-Rosa & Lépez-Herrera 2009; Ruano-Rosa ez al., 2010) y este fungicida a una
dosis inferior de 0,01%. Los resultados de este estudio revelaron que dicha dosis era efectiva por si sola en el control de la enfermedad, lo que hacia
considerar la posibilidad de reducir atin més la dosis de Fluazinam (Ruano-Rosa ef /., 2010b; Ruano-Rosa & Lépez-Herrera 2011). Por tanto

en el presente trabajo, la dosis del fungicida Fluazinam utilizada fue 0,001%, dos érdenes de magnitud inferior a la determinada previamente por
Lépez-Herrera & Zea-Bonilla (2007).

VIII Congreso Mundial de la Palta 2015 | 166



Actas « Proccedings | PLAGAS Y ENFERMEDADES - PLAGUES AND DISEASES

Puesto que los resultados obtenidos en ambos experimentos no se diferenciaron significativamente, se realizé un andlisis conjunto ANOVA con
12 repeticiones por tratamiento efectuado (seis por cada experimento). Las medias se compararon siguiendo la metodologia descrita en Materiales
y Métodos. La aplicacion del fungicida a dosis de 0,001% redujo significativamente el ABCPEE respecto a las plantas control inoculadas solo
con el patégeno, pero no se obtuvo una inhibicion total de la enfermedad en comparacién con los resultados obtenidos en estudios previos en
los que la dosis aplicada fue de 0,01% (Ruano-Rosa & Lépez-Herrera 2011). Los valores obtenidos de ABCPEE para las plantas inoculadas
con Patégeno-ACB-fungicida se diferenciaron significativamente de las plantas control inoculadas solo con el patdgeno en los cuatro aislados
de R. necatrix estudiados. La combinacién ACB-Fluazinam con los patégenos Rn 30, Rn 50 y Rn 400 vieron ademés mejorado el control de
la enfermedad comparado con la aplicacién del fungicida solo a 0,001%. Este tipo estrategia de control ha sido descrito por otros autores los
cuales han obtenido buenos resultados frente a otros patosistemas como Rhizoctonia solani-Arroz (Boukaew ez 4/, 2013) o Phytium ultimum-
Tomate (Salman & Abuamsha 2012). No hubo diferencias significativas entre el tratamiento combinado fungicida-antagonista y el individual
con Trichoderma en plantas inoculadas con Rn 50, lo que sugicre que podria realizarse el uso exclusivo del antagonista en algunos casos para
el control de la enfermedad. Por otro lado al no observarse diferencias significativas entre la aplicacién combinada fungicida-antagonista con
respecto ala aplicacion sélo del fungicida en plantas inoculadas con Rn 320, se sugiere para otros casos la disminucion de la dosis del fungicida en
la combinacién con el antagonista (Figural)
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Figura 1. Evaluacidn in vivo del tratamiento combinado del aislado CH 304.1 de Trichoderma atroviride y el fungicida de contacto
fluazinam 0,001% para controlar la Podredumbre blanca radicular del aguacate

Los valores muestran el 4rea bajo la curva de progreso epidémico estandarizado (+SE). Columnas con distintas letras son significativamente diferentes
(P < 0,01) de acuerdo con el test de Diferencia Minima Significativa protegido de Fisher.

Este tipo de estrategias, que combinan bajas dosis de un fungicida con uno o varios ACB sirven para mancjar la aparicion de resistencia, ampliar el
espectro de accién e incluso reducir las cantidades a aplicar no solo del agente quimico sino también del biolégico (Janisiewicz & Conway 2010).
Un aspecto a destacar fue el referente a la aparicién de los primeros sintomas, los cuales se vieron retrasados en los tratamientos que combinaban
fungicida-antagonista respecto a las plantas inoculadas sélo con el patdgeno, llegando en algunos casos a ser superior a los 10 dfas.
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Adicionalmente se corrobord la capacidad de control que el aislado CH 304.1 ¢jerce sobre la PBR del aguacate observada en estudios previos por
Ruano-Rosa & Lépez-Herrera (2009).

CONCLUSIONES

En conclusidn, se ha conseguido el retraso en la aparicién de sintomas y el control efectivo de la PBR del aguacate mediante el uso combinado del
fungicida Fluazinam, a una dosis de 0,001%, con un aislado de T. atroviride (CH 304.1). Estos resultados proporcionarin en el futuro un control de
la enfermedad més efectivo y seguro, tanto para salud humana como para el medioambiente.
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